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RESUMEN 
Cinco cepas de levadura de Kluyveromyces marxianus y una cepa de 
Candida psudotropicalis fueron cultivadas en medio M-l, para la producción 
de p-galactosidasa ( E . C 3.2.1.23). La cepa Kluyveromyces marxianus 
NRRL-Y-1109 fue seleccionada por obtenerse mayor producción de la enzima 
y el máximo rendimiento de la enzima se obtuvo con 5% de lactosa 
suplementado con extracto de levadura 0.5%, (NH 4) S 0 4 0.75% Y k 2 H P 0 4 
0.45% (p/v), obteniéndose un rendimiento de 5.45 U/mg de proteína y 1.33 
U.AoNPc/nfig de peso seco. La extracción de la enzima a partir de células 
viables se realizó con toluedo 2% (v/v), durante 15 horas de tratamiento, a 
30°C, en solución buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0 ± 0 . 1 , suplementado con 1 
mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso. 
Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
a) E l rendimiento de inmovilización de la enzima sobre quitina tratada con 
glutaraldehído fue de 40.6%, siendo el pH óptimo de 6.6 ± 0 . 1 . 
b) Los valores de Km y Vm para la enzima inmovilizada utilizando lactosa 
como substrato fueron 49.43 mM y 160.62 micromoles/min/g de soporte. 
El Ki para galactosa fue de 43.65 mM. 
c) La vida media a 40°C de la enzima inmovilizada fue de 176 min, 
manteniendo 99% de su actividad durante 3 meses a 4°C y reteniendo 
hasta el 63.8% de su actividad original aún después de ser usada 20 
veces. 
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SUMMARY 
Five strains of Kluyveromyces marxianus a one of Candida 
pseudotropicalis were cultured in M-l medium for production of 
p-galactosidasa ( E . C 3.2.1.23). The strain Kluyveromyces marxianus NRRL-
Y-1109 was selected for the best production of enzyme and the maximum yield 
of enzyme was obtained on 5% lactose supplemented with 0.5% yeast extract, 
0.75% ( N H 4 ) 2 S 0 4 y 0.45% K 2 H P 0 4 (w/v). It obtained a yield of 5.45 U/mg of 
protein and 1.33 A.UoNPc/mg of dry weight. The extraction of the enzyme from 
viable cells was performed by toluene 2% (v/v), during 15 hours of treatment, at 
30°C, in 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0 ± 0.1 supplemented with 1 
mM magnesium sulfate and 0.1 mM manganese sulfate. 
The obtained results were the following : 
a) The yield of immobilization of enzyme on chitin treated with glutaraldehyde 
was 40.6%, being the optimum pH of 6.6 + 0.1 . 
b) The values of Km and Vm for immobilized enzyme using lactose as substrate 
were 49.43 mM and 160.62 micromole/min/g of support respectivelity. The Ki 
by galactose was 43.65 mM. 
c) The half-life of immobilized enzyme at 40°C, was 176 min. maintaining 99% 
of activity for 3 months at 4
D
C and retained 63.8% of original activity even 
after being used for 20 times. 
(.- INTRODUCCION 
La leche es uno de los alimentos más completos de la naturaleza por su 
contenido de proteínas, carbohidratos, sales y vitaminas, elementos que le 
hacen un alimento ideal para niños, adultos y animales mamíferos (Paige y col. 
1 9 7 2 ) ( 7 4 ) 
Desde el punto de vista nutricional hay un gran interés en reducir el 
contenido de lactosa en la leche y productos lácteos debido a que una gran 
parte de la población no lo puede asimilar por su escasa capacidad enzimática 
de conversión de la lactosa, (Coughlín y Charles 1980)
í 1 6 >
. 
La lecha contiene aproximadamente el 4.8% de lactosa. Este 
carbohidrato es poco soluble y con baja capacidad edulcorante. Estos 
inconvenientes han limitado su uso en alimentos como helados, confites y 
otros. Así como, también han limitado el uso del suero lácteo por su alto 
contenido de lactosa. 
En la industria láctea se eliminan grandes cantidades de subproducto 
que contienen un alto contenido de lactosa, sales y proteínas, especialmente 
en la industria quesera que elimina un suero ácido rico en lactosa. Se han 
realizado numerosos ensayos para el tratamiento de este suero ácido como la 
leche. Se ha planteado diversas alternativas para la utilización de la lactosa 
del suero lácteo desproteinizado. Estos estudios han sido dirigidos 
principalmente a la producción de biomasa celular y etanol, (Castillo y Bales 
1978, Maiorella y Castillo 1984)
( 1 3
'
6 1 )
. 
Una de las aplicaciones más promisorias para el tratamiento en la 
industria láctica es la aplicación de la tecnología enzimática para la reducción 
del contenido de lactosa en leche y subproductos lácticos. Esta acción es 
i 
realizada mediante una hidrólisis enzimática utilizando la p-D-galactosido-
galactohidrolasa ( E . C . 3.2.1.23), la cual transforma la lactosa en galactosa y 
glucosa teniendo este último más poder edulcorante que la lactosa. (Borglum y 
Sternberg 1972)
( 6 >
. Esta transformación enzimática mejora los problemas de 
insolubilidad y de baja dulzura del producto. Este tratamiento hace, a la leche 
un alimento más nutritivo y aprovechable, (Coughiin y Charles 1980, Gekas y 
Lópes-Leiva 1985 )
( 1 6 , 3 2 )
. 
La hidrólisis enzimática de la lactosa ha sido sugerido como un medio de 
mejorar la calidad nutricional de la leche (Paige y col. 1972)
í 7 4 )
 y de incrementar 
la utilización del suero lácteo del queso, (Holsinger 1978, Mahoney y Whitaker 
1 9 7 8 ) ( 4 2 , 5 9 ) 
La lactasa se encuentra en animales, vegetales y microorganismos. 
Estos últimos han sido considerados como fuentes potenciales de la enzima. 
Las levaduras lactosa fermentativa, tales como Ktuyveromyces fragilis, 
Ktuyveromyces tactis y Candida pseudotropicalis y los hongos Aspergillus 
niger y Aspergillus oryzae, son las principales fuentes de enzima y las más 
usadas comúnmente para su preparación, (Wierzbicki y Kosikowski 1973a)
( 9 2 )
. 
De todos estos microorganismos solo la enzima de Kluyveromyces 
fragilis, tiene el pH apropiado para hidrólisis de lactosa en leche, (Mahoney y 
Whitaker 1977)
( 5 8 )
. 
Los factores que afectan la biosíntesis de la lactasa (Medio de cultivo, 
pH, temperatura, aereación, agilación) de Kluyveromyces fragilis han sido 
reportados por, (Davies 1956, Wendorff y col. 1969 -1971a, Mahoney y col. 
1975-1977, Castillo y col. 1979, Sánchez y Castillo, 1980a, García-Garibay y 
2 
col. 1987, Antier y col. 1990)
( 2 4 8 9
'
9 0
'
5 7
'
5 8
'
1 4
'
7 8
'
3 1
-
1 )
 y de Kluyveromyces lactis 
por (González Siso, 1994b}
( 3 7 )
. 
En ia actualidad la hidrólisis enzimática es realizada con enzima 
soluble ; pero presenta el inconveniente de no poder ser recuperada. De ahí 
que la inmovilización de la enzima es una buena alternativa, presentando la 
ventaja de poder ser reutilizadas permitiendo abaratar los costos de producción 
y separación. 
Los objetivos de ia presente investigación fueron : 
- Determinar las condiciones operativas óptimas para la producción y 
extracción de p-galactosidasa a partir de cinco cepas de Kluyveromyces 
marxianus NRRL-Y-1109, 1207, 1151, 1175 y 1196 y una cepa de Candida 
pseudotropicaiis NRRL-Y-329, en medios químicamente formulados. 
- Establecer las bases para el diseño de un proceso tecnológico para 
inmovilizar la enzima. 
- Determinar el perfil térmico, pH óptimo, constantes cinéticas y vida media. 
- Determinar su capacidad de hidrolizar ía lactosa presente en leche y suero 
lácteo. 
3 
II.- GENERALIDADES 
Los estudios de purificación y caracterización de la p-galactosidasa de 
Kluyveromyces fragilis realizados por (Mahoney y Whitaker 1978)
 ( 5 9 )
. 
Muestran que el peso molecular determinado por ultracenthfugación y filtración 
en gel fue de 201.000 daltones. El examen de la proteína por microscopía 
electrónica sugiere que está constituida por 9 ó 10 subunidades en un arreglo 
de tipo pentagonal el cual confiere un número mayor de contactos por 
subunidades haciéndola más estable. La reacción con paramercuriobenzoato 
(PCMB), indica que la enzima puede poseer 5 sitios activos por molécula, lo 
cual debería ser compatible con un modelo de 10 subunidades. Por otro lado, 
el análisis electroforético sugiere que la molécula presenta 2 subunidades 
grandes diferentes de 90,000 y 120,000 daltones. El punto isoeléctrico de la 
mayor isoenzima es de 5.1. E l coeficiente de extinción molar de la enzima 
determinado a 280 nm es de 1.58 cm
2
 por miligramo de proteína y la relación 
de A280A260 es 1.60. La enzima carece de carbohidratos y presenta el 30% de 
aminoácidos hidrofóbicos en su composición. 
El máximo rendimiento y la mayor actividad específica de la enzima se 
logra al comienzo de la fase estacionaria Dickson y Markin (1979)
( 2 6 )
. 
La optimización de la producción de p-galactosidasa de Kluyveromyces 
fragilis ha sido reportado por, (Moresi y col. 1979a, 1979b, 1980a, 1980b y 
1989, e Inchaurrondo y col. 1 9 9 4 )
( 6 6
'
6 7 , 6 8 , 6 9
'
7 0
-
5 2 )
 y de Kluyveromyces lactis 
por (González Siso 1994a)
( 3 7 )
. 
El aislamiento y caracterización de p-galactosidasa de Kluyveromyces 
marxianus ha sido reportado por (Dahlqvist y col. 1977, Mahoney y Whitaker 
1977, Guy y Bingham, 1978, Baer y Loewenstein, 1979, Goncalves y Castillo, 
1982, Brady y col. 1995)
( 2 3
'
 5 8
"
 3 9
'
 2
'
 3 4
'
 7 )
, y de Kluyveromyces lactis por 
4 
(Biermann y Glantz 1968, Dickson 1979-1980, Pivarnik y Rand, 1992 y 
Cavaille, 1995) ( 5 2 6 2 7 ' 7 5 - 1 5 > . 
Métodos para la preparación de crudos de lactasa han sido descritos y 
reportados por muchos investigadores. Estos métodos incluyeron el 
tratamiento con solventes, como cloroformo, (Van Dam y col. 1950 y Bales y 
Castillo, 1979) < 8 6 ' 3 ) , con tolueno, (Mahoney y Whitaker, 1975) < 5 7 , 1 con digitonina 
(Joshi y col. 1989) { W ) , con tritón X-100, (Vlach y Prenosil, 1984) ( 8 7 ) , con etanol, 
isopropanol, butanol, acetona y tolueno, (Fenton, 1982, Jaspers, 1975 y 
Champluvier, 1989) ( 2 8 ' 5 3 , 1 8 ) , extracción tamponada de levaduras en polvo, 
(Sfortunato y Connors 1958, Chan, 1987, Wendorff y Amundson 1 9 7 1 b ) ( 8 1 ' 1 9 | 9 1 ) , 
con un método acuoso de dos fases con polietilen glicoí y sales de fosfato, 
González y col. 1990) ( 3 5 ) . 
La inhibición de la lactasa de Kluyveromyces fragilis ha sido reportado 
por (Chen y col. 1985) í 2 0 ) , de Aspergillus niger por (Woychick y Wondolowski, 
1972) í 9 4 ) , de Escheríchia coli por (Kaul y col. 1985) ( 5 5 ) . 
Sistemas de inmovilización de p-galactosidasa de diversas fuentes han 
sido investigados para la hidrólisis de leche y productos lácteos. Estos 
incluyen: Adsorción física, enlace covalente, atrapadas en geles y 
microencapsulación. 
La quitina ( C 8 H-|3 N0 5 )N , se encuentra en el exoexqueleto de crustáceos 
marinos, insectos y en las paredes celulares de algunos hongos. La quitina es 
una polímero de N-acetil glucosamina (2 acetamida -2- deoxi-D-glucosa) unidas 
por enlaces p (1-4). Él polímero presenta 5 de cada 6 grupos aminos 
acetilados. Las proteínas están ligadas covalentemente al polímero. (Stanley 
y col. 1975) ( 8 3 ) . 
5 
La quitina posee buenas propiedades mecánicas, elevada estabilidad 
química y biológica y una adecuada reactividad hacia agentes bifuncionales. 
(Illanés 1990a)
( 4 6 )
. 
La lactasa de Kluyveromyces fragilis, (sinónimo de Kluyveromyces 
marxianus) y Aspergillus oryzae han sido inmovilizada en quitina tratada con 
glutaraldehído por (Illanés y col. 1988, 1990a, 1990b, 1991, 1993, 1994a, 
1994b)<
45
'
 46
<
 4 7
'
 48
>
 4 9
'
 5 0
-
 5 1 )
. Lactasa de Kluyveromyces marxianus ha sido 
inmovilizada en quitosano (Carrara y Rubiolo, 1994-1996)
( 1 0 , 1 1 >
, en soporte 
magnético no poroso, (Hailing y Dunnill, 1979)
( 4 0 )
, en moyuelo de maíz, 
(González Siso y col. 1994a)
( 3 6 )
. 
La lactasa es muy estable en almacenamiento, Sharp (1969)
( 8 2 )
, encontró 
actividad de enzima inmovilizada en D E A E celulosa después de 3 años. 
Olson y Stanley ( 1 9 7 3 ) ^ reportaron una columna operativa de lactasa 
sobre lactosa después de 6 semanas sin aparente pérdida de actividad, sin 
embargo cuando se usó en leche descremada reconstituida encontró un 10% 
de pérdida de actividad después de 17 horas de uso. 
La actividad de la p-galactasidasa se ve influenciada por la presencia de 
iones en solución. E l magnesio 0.001 M y el manganeso 0.0001 M, 
incrementan la velocidad de hidrólisis de lactosa en tampón fosfato de potasio 
a pH 7.0 ± 0.1 (Mahoney y Whitaker 1977)
( 5 8 }
. 
Algunos factores presentes en la leche descremada interfieren en la 
reacción catalítica (iones de Na
2 +
, K
4
", C a
2 +
, Mg
2 +
), han sido reportados por 
(Davies 1964, Dahlqvist y col. 1 9 7 3 )
( 2 4 , 2 2 )
 pero que la cisteína y la seroalbúmina 
fueron activadores. La histidina estabiliza lactasa de Kluyveromyces 
marxianus. (Surve y Mahoney, 1994)
( 8 5 )
. 
6 
* La velocidad de hidrólisis de lactosa fue mayor en soluciones de lactosa 
que en leche descremada o suero lácteo, (Mahoney y Adamchuck 1980 y 
Flores y col. 1995)
( 8 0 , 3 0 )
 y que el suero lácteo fue mejor substrato que la leche 
descremada, (Wendorff y col. 1970, Sánchez y Castillo, 1980b)
( 8 9 , 7 a )
. 
La actividad de la enzima es inhibida por las proteínas de alto y bajo 
peso molecular presentes en el suero, (Sfortunato y Connors, 1958, Wendorff y 
col. 1971b, Olson y Stanley, 1973, Glacin y col. 1974 y Dahlqvist y col. 1973¬
1 977) t
8 1
.
9 1
-
7 3
-
 3 3
. 22, 23) 
En nuestro país, no se ha reportado estudios sobre la inmovilización y 
utilización de la enzima a escala de laboratorio, ni industrial; sin embargo, 
cabe mencionar que en el Laboratorio de Microbiología Ambiental y 
Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas, viene desarrollándose 
desde 1992, un programa de selección de levaduras nativas con potencial de 
producción de Biomasa y p-galactosidasa, habiéndose derivado de ella un 
informe técnico-científico, elevado a la UNU/UNESCO, de aislamiento y 
selección de levaduras alimenticias para procesos de bioconversión de 
residuos lácteos. (Flores 1993)
( 2 9 )
. 
7 
III.- MATERIALES Y METODOS 
1. - MICROORGANISMOS Y MEDIO DE MANTENIMIENTO.-
Se utilizaron 6 cepas de levaduras alimenticias de grado G R A S 
(Generally Recognized as safe) de la FDA (Food and Drug Administration, 
USA), con capacidad de utilizar lactosa como fuente de carbono: 5 cepas de 
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109, 1175, 1151, 1207, 1196 y una 
cepa de Candida pseudotropicalis NRRL-Y-329, procedentes de la Northern 
Regional Research Laboratory (NRRL) , pertenecientes a la colección de 
levaduras del laboratorio de Microbiología Ambiental y Biotecnología de la 
Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. 
Las levaduras fueron mantenidas sobre Agar Y .P .L . de Mawson (1988) 
( 6 3 )
 con la siguiente composición: Lactosa 1 % ; Peptona .de Caseína 1 % ; 
Extracto de levadura 0.3% y Agar 1.5% (SIGMA y MERCK) , y conservados a 
4°C, transferidos mensualmente y verificados en su pureza. 
2. - SELECCION DE CEPAS DE LEVADURAS CON POTENCIAL DE 
PRODUCCION DE p-GALACTOSIDASA. 
2.1. PREPARACION DE INOCULO. 
Los inóculos se prepararon en matraces de 500 mi con 50 mi de 
caldo Y . P . L con la siguiente composición : Lactosa 2% ; Extracto de 
levadura 0 . 3 % ; Peptona de caseína 1 % ; ( N H 4 ) 2 S 0 4 0 . 5 % ; ^ K 2 H P O 4 
0.5% y M g S 0 4 0.05%, a pH 5.5 e incubados a 30°C por 15 horas. 
Matraces de un litro con 90 mi de caldo Y . P . L fueron inoculados con 
10% (v/v) del caldo Y . P . L e incubados a 30°C con agitación constante 
8 
(150 strokes/mi ñuto). La pureza de los inóculos se verificó por 
microscopía. 
2.2. PRODUCCION DE LA ENZIMA 
La actividad hidrolítica de la lactasa de las levaduras fue 
determinada en medio M-l (García-Garibay, 1987)
( 3 1 )
; con la siguiente 
composición: Lactosa 5%; Extracto de levadura 0.75% ; (NH 4)2S0 4 
0.84% ; K 2 HP0 4 0.45% y MgS0 4 0.05%. Matraces de un litro con 90 mi 
del medio M-l, a pH 5.5 fueron inoculados con 10% (v/v) del caldo Y.P.L. 
e incubados a 30°C por 12 horas con agitación constante (150 
strokes/minuto). 
3.- DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 
La actividad enzimática de las levaduras fue determinada 
espectrofotométricamente en un espectrofotómetro SPECTRONIC 20D 
MILTON ROY, utilizando como substratos O-Nitrofenil p-D-galactopiranósido 
(ONPG) y Lactosa (Mahoney y col. 1975)
( 5 7 )
. 
3.1.- ACTIVIDAD ENZIMATICA CON ONPG COMO SUBSTRATO 
Se preparó ONPG (SIGMA) a una concentración de 1.25 mM en 
tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado con 1 mM de 
sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso (Apéndice F). 
La mezcla de reacción contenía 2 mi de ONPG y 0.1 mi de extracto 
enzimático (dilución apropiada), luego se incubó a 40°C durante 2 
minutos, la reacción fue detenida con 0.9 mi de Na 2 C0 3 0.5 M y se leyó 
a 420 nm comparándose los resultados con una curva estándar de 
O-nitrofenol (SIGMA), (Apéndice A). Para cada uno de los ensayos se 
incluyó un blanco para la medición espectrofotométrica, que se obtuvo 
9 
agregando la enzima después de adicionar la solución de carbonato de 
sodio. 
La Unidad de p-galactosidasa en la presente investigación, es definida 
como la cantidad de enzima que libera un micromol de O-nitrofenol por 
minuto por miligramo de proteína. 
3.2.- ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LACTOSA COMO SUBSTRATO 
Se preparó soluciones de lactosa de 20 y 200 g/l en tampón 
fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado con 1 mM de sulfato de 
magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso para la enzima soluble e 
inmovilizada respectivamente. La mezcla de reacción contenía 2 mi de 
la solución de lactosa y 0.1 mi de la enzima soluble y cantidades de 
enzima inmovilizada entre 0.001 y 0.005 g, luego se incubó durante 2 
minutos a 40°C, bajo agitación suave en el caso de la enzima 
inmovilizada, y la reacción fue detenida con 0.9 mi de carbonato de 
sodio 0.5 M. 
La glucosa liberada fue determinada por el método de la glucosa 
oxidasa. (SIGMA) (Apéndice B). En el caso de la enzima inmovilizada se 
determinó por secado en la estufa MEMMERT S 30 de un día para otro a 
60°C, la cantidad de enzima inmovilizada contactada con el substrato. 
Para cada uno de los ensayos se incluyó un blanco para la medición 
espectrofotométrica, que se obtuvo agregando la enzima después de 
adicionar el carbonato de sodio. 
4.- EXTRACCION DE LA ENZIMA 
En la extracción de la enzima se evaluaron las condiciones óptimas de 
concentración de tolueno, fuerza iónica, tiempo de extracción, pH y 
10 
temperatura. 
4.1.- EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS 
4.1.1. - DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE TOLUENO 
Se centrifugó un volumen de 2.5 mi de cultivo fresco a 10,000 
r.p.m. por 20 minutos en una centrífuga refrigerada MIKRO RAPID a 
4°C. Se descartó el sobrenadante y el pellet de células, fue tratado 
con 1, 2 y 3% de tolueno (SIGMA) bajo agitación por 90 minutos, 
después de lo cual se adicionó el tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 
7.0 suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de 
sulfato de manganeso y se llevaron a temperaturas de 22, 30 y 37°C 
por 15, 17 y 20 horas de extracción según (Manoney 1975 y Fenton 
1982)
( 5 7
'
2 8 }
. 
4.1.2. - DETERMINACION DEL pH OPTIMO. 
Se siguió el mismo procedimiento anterior y el pellet de células se 
trató con 2% de tolueno bajo agitación por 90 minutos después de lo 
cual se adicionó el tampón fosfato de potasio 0.1 M suplementado con 
1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso a pH 
6.0, 7.0 y 8.0 y se llevaron a temperaturas de 22, 30 y 37°C por 15, 17 
y 20 horas. 
4.1.3. - DETERMINACION DE LA FUERZA IONICA. 
Se procedió según (4.1.1). A las muestras obtenidas tratadas 
con 2% de tolueno. Se le adicionó el tampón fosfato de potasio a 
concentraciones de 0.001, 0.1 y 1 M suplementado con 1 mM de 
í i 
sulfato de magnesio y 0.1 mK/i de sulfato de manganeso a pH 6.6, 7.0 
y 7.4 y temperaturas de 22, 30 y 37°C por 15 horas de extracción. 
4.1.4.- DETERMINACION DE LA TEMPERATURA Y TIEMPO DE 
EXTRACCION. 
En todas las determinaciones anteriores se evaluaron 
paralelamente la temperatura y el tiempo de extracción, las 
temperaturas fueron 22, 30 y 37°C y los tiempos de extracción de 15, 
17 y 20 horas. 
4.2.- PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA. 
Se trabajó con 1.5 I de cultivo conteniendo 8.9 g/l, se centrifugó a 
10,000 r.p.m. por 20 minutos a 4°C. Se colectaron los pellets y se trató 
con 2% de tolueno (v/v) por 90 minutos bajo agitación y luego se adicionó 
el tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0 suplementado con 1 mM de 
sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso y se mantuvo por 
15 horas a 30°C. Luego se centrifugó a 10,000 rpm por 20 minutos a 4°C y 
se recolectó el sobrenadante. Se adicionó 300 mi de acetona a 4°C, 
descartándose el sobrenadante y colectando los pellets en viales 
mantenidos a 4°C. 
5.- OPTIMIZACION Y ESTANDARIZACION DE LA PRODUCCION DE LA 
ENZIMA SOBRE MEDIO QUIMICAMENTE FORMULADO. 
Para la optimización y estandarización de los medios químicamente 
formulados, se siguió el diseño factorial propuesto por Chen (1992)
( 2 1 )
, que 
permitió evaluar la influencia de la lactosa, extracto de levadura, (NH 4 )2S0 4 y 
K 2 H P 0 4 , sobre la producción de lactasa de la cepa de Kluyveromyces 
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marxianus NRRL-Y-1109. Los parámetros de fermentación fueron: pH 5.5, 
temperatura 30°C, agitación 150 strokes/minuto. E l volumen de ensayo fue de 
100 mi en matraces de un litro. 
El inoculo se preparó en un matraz de 500 mi con 50 mi de medio de 
cultivo e! cual contenía lactosa 2%, (NH 4 ) 2 S0 4 0.84%, extracto de levadura 
0.75%, K 2 H P 0 4 0.45% y M g S 0 4 0.05%. Los factores evaluados se 
distribuyeron en forma aleatoria, siguiendo el diseño factorial propuesto 
(Apéndice E ) . El diseño factorial aplicado comprende tres niveles siendo estos: 
concentración de lactosa: 25, 50 y 75 g/ l ; concentración de ( N H 4 ) 2 S 0 4 : 5.0, 7.5 
y 10.0 g/ l ; concentración de extracto de levadura: 2.5, 5.0 y 7.5 g/ l ; 
concentración de K 2 H P 0 4 : 3.0, 4.5 y 6.0 g/l. 
6.- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA. 
Para el proceso de inmovilización de la enzima se siguió el 
procedimiento de inmovilización diseñado por (lllanés y col. 1988-1991 )
( 4 5 , 4 8 )
. 
6.1.- PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION. 
Para la inmovilización se siguió el siguiente protocolo: 
Se pesó 1 g de quitina (SIGMA) en un vaso de precipitado, se adicionó 
50 mi de ácido acético 5% (v/v) y se dejó reposar 30 minutos a 50°C. Se 
enjuagó con agua destilada. La quitina lavada se colocó en un vaso de 
precipitado que contenía 8.4 mi de agua destilada, 0.5 mi de ácido 
acético (MERCK) y 1.6 mi de glutaraldehído al 25% (SIGMA), dejándose 
reposar por 16 horas a temperatura ambiente. Se eliminó el olor a ácido 
acético con agua destilada. 
La quitina obtenida se colocó en un vaso de precipitado que 
contenía 8.95 mi de tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 8.5 y la 
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concentración de la enzima correspondiente en estudio. Se dejó reposar 
en refrigeración por 20 horas. Se lavó con tampón fosfato de potasio 0.1 
M diluido 1/10, pH 6.6. Luego se lavó con NaCI 0.5 M, pH 7.0 preparado 
en tampón fosfato de potasio 0.1 M y se dejó almacenado en 
refrigeración en una solución 1 mM de ditioeritritol (SIGMA) preparado 
en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado con 1 mM de 
sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso hasta su uso. 
6.2.- DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE INMOVILIZACION Y 
ACTIVIDAD ESPECIFICA. 
Para la determinación del rendimiento de inmovilización y 
actividad específica se trabajó con 5 concentraciones de la enzima: 110, 
220, 440, 660 y 880 Unidades por gramo de quitina según el 
procedimiento descrito en 6.1. Los ensayos se realizaron por duplicado. 
Se define el rendimiento de inmovilización como el porcentaje de 
la actividad original contactada que es expresada en el catalizador 
sólido. 
Enzima inmovilizada 
Rl= x 100 
El + ER + EP 
(El= Enzima Inmovilizada, ER= Enzima Recuperada, EP= Enzima 
perdida). 
Se define la capacidad de carga como la actividad específica cargada 
por unidad de peso seco de soporte. 
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Enzima inmovilizada 
CC= 
Peso de soporte 
Se realizaron en cada ensayo análisis de proteínas para 
determinar la proteína inmovilizada. La actividad se determinó según e! 
procedimiento descrito en 3.2. 
6.3.- DETERMINACION DE LA VELOCIDAD INICIAL DE LA ENZIMA 
SOLUBLE E INMOVILIZADA. 
La determinación de la velocidad inicial, requiere que su velocidad 
sea constante en el tiempo. Esto se cumple cuando la enzima se 
encuentra saturada, trabajando para el caso con 20 y 200 g/l para la 
enzima soluble e inmovilizada. 
Para la enzima soluble se trabajó con diluciones de 1:500, 1:1000, 
1:1500 y 1:2000 y para la enzima inmovilizada se trabajó con cantidades 
entre 0.001 y 0.005 g. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado y la 
actividad enzimática se determinó sobre lactosa siguiendo el procedimiento 
descrito en 3.2. 
7.- DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS OPTIMOS. 
7.1.-PERFIL DE TEMPERATURA DE LA ENZIMA SOLUBLE E 
INMOVILIZADA. 
Con la enzima soluble se trabajó a 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55°C y 
con la enzima inmovilizada a 25, 35, 45, 50, 55, 60 y 65°C. En todos los 
casos se utilizó lactosa como substrato preparado en tampón fosfato de 
potasio 0.1 M, a pH 6.6, supíementado con 1 mM de sulfato de magnesio 
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y 0.1 mM de sulfato de manganeso. Los ensayos se realizaron por 
duplicado a las temperaturas seleccionadas y ia actividad enzimática se 
determinó según procedimiento descrito en 3.2. y calculándose la 
actividad relativa. 
7.2.- PERFIL DE pH DE LA ENZIMA SOLUBLE E INMOVILIZADA. 
Tanto con la enzima soluble e inmovilizada se trabajó a pH 5.8, 
6.2, 6.6, 7.0, 7.5 y 8.0. La temperatura fue de 40°C y se usaron 
soluciones de lactosa como substrato preparados en tampón fosfato de 
potasio 0.1 M suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM 
de sulfato de manganeso a ios valores de pH seleccionados. Los 
ensayos se realizaron por duplicado y la actividad se determinó según el 
procedimiento descrito en 3.2. y calculándose la actividad relativa. 
7.3. - TERMOESTABILIDAD DE LA ENZIMA SOLUBLE E 
INMOVILIZADA. 
Con la enzima soluble se trabajó a 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55°C y 
con la enzima inmovilizada a 30, 40, 50, 60 y 70°C. Las muestras de las 
enzimas por duplicado fueron mantenidas por 15 minutos a las 
temperaturas escogidas en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 
suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de 
manganeso y luego colocadas en un baño de hielo. La actividad 
enzimática se determinó a 40°C según el procedimiento descrito en 3.2 y 
calculándose la actividad relativa. 
8.- DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS. 
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8.1.- DETERMINACION DE Km Y Vm PARA LA ENZIMA SOLUBLE E 
INMOVILIZADA. 
Para estas experiencias realizadas por duplicado, se usaron 8 
concentraciones de lactosa 5, 10, 15, 20, 25, 50 y 100 mM para la 
enzima soluble y 7 concentraciones de lactosa 14.606, 29.213, 43.82, 
58.43, 87.64. 146.06 y 292.13 mM para la enzima inmovilizada 
preparados en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6, suplementado 
con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso. 
Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo a 40°C según 
procedimiento descrito en 3.2. Se construyeron los gráficos de 
Lineweaver-Burk para determinar las constantes Km y Vm. 
8.2.- DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE INHIBICION (Kl) DE 
LA ENZIMA SOLUBLE E INMOVILIZADA. 
Para la determinación de la constante de inhibición se usó 
galactosa como inhibidor. 
Para la enzima soluble se utilizaron las mismas concentraciones 
utilizadas para la determinación de Vm y Km adicionándole a cada 
concentración galactosa 27.7 mM. 
Para la enzima inmovilizada se utilizaron 5 concentraciones de 
lactosa 14.6, 29.21, 58.43, 146.06 y 292.13 mM y 4 concentraciones de 
galactosa 75, 100, 150 y 200 mM. Todas las soluciones se prepararon 
en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado con 1 mM de 
sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso y se mezclaron 
ambas soluciones a fin de obtener las diferentes concentraciones de 
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lactosa pero a una sola concentración de galactosa. Los ensayos se 
realizaron por duplicado y la actividad enzimática se determinó según el 
procedimiento descrito en 3.2. Se construyeron los gráficos de 
Linewaver-Burk respectivos para determinar el tipo de inhibición. 
8.3.- ESTABILIDAD DE LA ENZIMA SOLUBLE E INMOVILIZADA. 
Se usaron como parámetros la temperatura de 40°C para la 
enzima soluble y 25, 30 y 40°C para la enzima inmovilizada. Para los 
ensayos respectivos se mantuvo las muestras de enzima a las 
temperaturas escogidas en tampón fosfato de potasio 0.1 mM de sulfato 
de manganeso. En el caso de la enzima soluble por 4 horas y 
extrayendo muestras cada 15 minutos hasta la hora, cada 30 minutos 
hasta las 2 horas y cada hora hasta el final. En el caso de la enzima 
inmovilizada se extrajeron muestras a la 2, 4, 6 y 12 horas. La 
estabilidad de la enzima inmovilizada a 4°C en una solución de tampón 
fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6, suplementado con 1 mM de sulfato de 
magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso y ditioeritritol 1mM como 
estabilizador fue determinada, tomándose muestras para los análisis 
respectivos a los 15, 30, 60 y 90 días. Las reacciones enzimáticas se 
realizaron por duplicado sobre lactosa como substrato según el 
procedimiento descrito en 3.2 y calculándose la actividad relativa. 
9.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD HIDROLITICA DE LA ENZIMA 
INMOVILIZADA SOBRE LACTOSA, LECHE ENTERA Y DESCREMADA Y 
SUERO LACTEO. 
Se trabajó con leche entera en polvo reconstituida a una concentración 
de 130 g/l (130.26 mM de lactosa). La leche descremada se preparó de la 
leche reconstituida entera por centrifugación a 10,000 r.p.m. por 20 minutos a 
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4°C extrayéndose la grasa. El suero lácteo fue preparado a partir de la leche 
descremada por acidificación con HCI 0.1N y removida la caseína por 
centrifugación. La solución de lactosa se preparó a una concentración de 4.5% 
{131.08 mM) en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado con 
1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso. Las 
muestras de leche se ajustaron a pH 6.6 con KOH 0.1 N. Muestras de 25 mi 
de leche entera y descremada, suero lácteo y lactosa, por duplicado, fueron 
utilizadas para cada ensayo. Las reacciones enzimáticas se llevó a cabo a 
40°C con cantidades de enzima entre 0.02 a 0.024 g, muestras de cada ensayo 
fueron extraídas a intervalos de 10 minutos para el análisis de la glucosa 
liberada, siguiendo el procedimiento descrito en 3.2. 
10.- REUTILIZACION DE LA ENZIMA INMOVILIZADA. 
Se preparó leche entera en polvo (130 g/l), ajustándose su pH a 6.6 con 
KOH 0.1 N. La leche contenía 131.08 mM de lactosa. Se tomaron muestras de 
25 mi. por duplicado. Los ensayos se llevaron a cabo a 40°C por una hora, con 
cantidades de enzima de 0.023 y 0.025 g, después del cual la enzima era 
recuperada y lavada en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6 suplementado 
con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso, bajo 
agitación por 15 minutos a fin de liberar los restos de leche que pudieran 
permanecer adheridos a la superficie del soporte y utilizándose en otro ensayo, 
sino era mantenida en refrigeración en el mismo tampón de lavado y 
ditioeritritol 1 mM. La actividad enzimática se determinó según el 
procedimiento descrito en 3.2. 
11.- DETERMINACION DE PESO SECO. 
La determinación del peso seco de las levaduras durante e¡ proceso de 
fermentación fue determinado gravimétricamente para lo cual se extrajeron 
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muestras de cultivo de 5 mi las cuales fueron centrifugadas a 10,000 r.p.m. por 
20 minutos a 4°C y lavadas dos veces con agua destilada y transferidas a 
placas petri de 10X75 mm previamente pesadas, dejadas secar toda la noche 
en la estufa a 100°C MEMMERT S 30 y pesados en una balanza analítica 
SARTORIUS. 
12. - DETERMINACION DE LACTOSA. 
Se determinó de acuerdo al método de Miller (1959)
( 6 5 )
 empleando el 
ácido 3,5 Dinitrosalicílico (SIGMA), el cual tiene una sensibilidad entre 5-500 
ug de glucosa. (Apéndice C). 
13. - DETERMINACION DE PROTEINAS. 
La determinación del contenido proteico de los extractos obtenidos se 
realizó por el método de Lowry (1951 )
( 5 6 )
 empleando el reactivo Folin-
Ciocalteau (SIGMA) y Seroalbúmina de bovino 0.1 mg/ml (SIGMA) como 
estándar. (Apéndice D). 
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IV.- RESULTADOS 
4.1. - Selección de las cepas de levaduras con potencial de producción de 
p-galactosidasa. 
De 5 cepas seleccionadas de Kluyveromyces marxianus y una cepa 
de Candida pseudotropicalis empleadas en la producción de (3-galactosidasa 
en el medio M-l. Los resultados del análisis de varianza con una confiabilidad 
del 95% se muestran en la (tabla 1 y figs 1 7 2). Los valores de actividad 
específica (A.E) y de unidades de actividad/mg. de peso seco celular (U.A/mg) 
obtenidos sobre lactosa fueron respectivamente para K. marxianus N R R L - Y -
1109 14.5 (A.E) y 3.5 (U.A/mg), K. marxianus NRRL-Y-1196 12.8 (A.E) y 3.2 
(U.A/mg), K. marxianus NRRL-Y-1151 13.6 (A.E) y 2.92 (U.A/mg), K. 
marxianus NRRL-Y-1175 12.2 (A.E) y 2.5 (U.A/mg), K. marxianus N R R L - Y -
1207 12.02 (A.E) y 3.1 (U.A/mg) y Candida pseudotropicalis NRRL-Y-329 11 
(A.E) y 2.7 (U.A/mg). Los valores de actividad específica (A.E) y de unidades 
de actividad/mg. de peso seco celular (U.A/mg) obtenidos sobre ONPG fueron 
K. marxianus NRRL-Y-1109 5.43 ( A . E ) y 1.31 (U.A/mg), K. marxianus 
NRRL-Y-1196 4.8 (A.E) y 1.22 (U/Amg), K. marxianus NRRL-Y-1151 5.07 
(A.E) y 1.09 (U.A/mg), K. marxianus NRRL-Y-1175 4.53 (A.E) y 0.94 (U.A /mg), 
K. marxianus NRRL-Y-1207 4.44 (A.E) y 1.13 (U.A/mg), y Candida 
pseudotropicalis NRRL-Y-329 4.05 (A.E) y 0.99 (U.A/mg), observándose la 
mayor producción de p-galactosidasa en la cepa de K. marxianus N R R L - Y -
1109. 
4.2. - Extracción de la enzima. 
Los resultados de los análisis de varianza con una confiabilidad del 
99%, teniendo en consideración los diversos parámetros de extracción se 
reportan en las (tablas 1, 3, 4 y 5). Los resultados óptimos fueron obtenidos 
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cuando se empleó con 2% de tolueno, tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0, 
suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de 
manganeso, 30°C de temperatura y 15 horas de extracción. 
4.3. - Purificación parcial de la enzima [1-galactosidasa. 
La purificación parcial de la enzima se realizó con acetona permitiendo 
obtener una enzima con una actividad específica de 72.9 U/mg de proteína 
usando lactosa como substrato, con un rendimiento de purificación de 93%, los 
resultados se reportan en la tabla 6. 
4.4. - Optimización y estandarización del medio de cultivo para la 
producción de p-galactosidasa. 
El resultado de ia respuesta factorial empleado en la optimización y 
estandarización del medio de cultivo para la producción de p-galactosidasa se 
reportan en la (tabla 7 y fig. 3). Los factores que más influyen en el modelo 
propuesto fueron: factor B ((NH^SC^), factor C (extracto de levadura), factor 
D (K 2 HP0 4 ) y la interacción de ellos. 
Los mejores rendimientos en la producción de la enzima en relación a la 
actividad específica y unidades de actividad por miligramo de peso seco celular 
se obtuvieron con 50 g/l de lactosa. 
4.5. - Determinación del rendimiento de inmovilización y actividad 
especiífica. 
Los resultados del Rendimiento de Inmovilización y Actividad específica 
se muestran en las (fig. 4 y 5), observándose un rendimiento de 40.6% y una 
actividad específica de 178.59 U/g de soporte en un rango de 220 a 440 
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unidades de enzima por gramo de qutina. La proteína inmovilizada fue de 2,79 
mg. 
4.6. - Determinación de la velocidad inicial de la enzima soluble e 
inmovilizada. 
Los resultados de la determinación de la velocidad inicial de la enzima 
soluble e inmovilizada se muestran en las (fig. 6 y 7). Para la enzima soluble 
se determinó la dilución de 1:2000 y para la enzima inmovilizada se determinó 
cantidades de soporte entre 0.001 y 0.005 g. 
4.7. - Determinación de los parámetros Físico-químicos de la enzima 
soluble e inmovilizada. 
Los resultados del perfil de temperatura para la enzima soluble e 
inmovilizada se muestran en la (fig. 8), observándose la máxima actividad 
específica de 66.69 U/mg. de proteína y 218.74 U/g. soporte a 40°C y 50°C 
para la enzima soluble e inmovilizada respectivamente. 
Los resultados del perfil de pH para la enzima soluble e inmovilizada se 
muestran en la (fig. 9), observándose la máxima actividad específica de 67.77 
U/mg. de proteína y 177.48 U/g. de soporte para la enzima soluble e 
inmovilizada respectivamente se obtuvieron a pH 6.6. 
Los resultados de la termoestabilidad de la enzima soluble y de la 
enzima inmovilizada se muestran en la (fig. 10). La enzima inmovilizada mostró 
una actividad relativa de 93% a 40°C mientras que la enzima soluble sólo 
mostró un 88% de actividad relativa, a temperatura mayor de 40°C la 
estabilidad de ambas enzimas descendían gradualmente hasta un 3.26% de 
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actividad relativa a 55°C para la enzima soluble y a 3.3% de actividad relativa a 
70°C para la enzima inmovilizada. 
4.8. - Determinación de los parámetros cinéticos de la enzima soluble e 
inmovilizada. 
Los resultados se muestran en las (fig. 11 y 12). Los parámetros 
determinados fueron: Km 15.13 y 49.43 mM y Vm 72.85 micromoles/min/mg de 
proteína y 160.62 micromoles/min/g. de soporte para la enzima soluble e 
inmovilizada. Los parámetros se determinaron a pH óptimo de 6.6 y 
temperarua de 40°C. 
Los resultados de la determinación de la constante de inhibición se 
muestran en las (fig. 11, 13 y 13a). Reportando los valores hallados que fueron 
14.64 y 43.65 mM para la enzima soluble e inmovilizada respectivamente. 
4.9. - Estabilidad de la enzima soluble e inmovilizada. 
Los resultados de la estabilidad de la enzima soluble se muestran en la 
(fig. 14). Se determinó una vida media de 56 minutos a 40°C. La estabilidad 
de la enzima inmovilizada (fig. 15), muestran una vida media de 176 minutos a 
40°C, a 30°C una vida media de 7 horas ; mientras que a 25°C se mantenía 
estable por 122 horas. 
La estabilidad de la enzima inmovilizada a 4°C (fig. 16), muestran que la 
enzima mantuvo su actividad por 90 días sin mayor pérdida de actividad. 
4.10. - Capacidad hidrolítica de la enzima inmovilizada. 
Los resultados de la hidrólisis de lactosa en las diferentes muestras 
analizadas (fig. 17), muestran que el 100% de hidrólisis se logró a los 70 
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minutos con lactosa en solución (4.5%), la leche descremada alcanzó un 97% 
de hidrólisis, el suero lácteo un 95% de hidrólisis y la leche entera un 94% de 
hidrólisis. 
4.11.- Reutilización de la enzima inmovilizada. 
Los resultados de la reutilización de la enzima inmovilizada (fig. 18), 
muestran que la hidrólisis de la lactosa en un 80% se mantuvo hasta el final del 
ensayo N° 13, descendiendo a 64% en el ensayo N° 20. 
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TABLA 1. S E L E C C I O N DE LAS C E P A S DE LEVADURAS PRODUCTORAS DE p-GALACTOSIDASA EN MEDIO M-l 
Actividad Enzimática sobre lactosa como substrato Actividad Enzimática sobre ONPG como substrato 
Unidades de Unidades de 
Cepas P rote i na Unidades Actividad Actividad/ Proteína Unidades Actividad Actividad/ 
mg/ml de Específica mg peso mg/ml de Específica mg peso 
Actividad/ U/mg seco Actividad/ U/mg seco 
mi p rote i na celular mi proteína celular 
Kluyveromyces marxianus NRRL-1109 2.15 31.12 14.50 3.50 2.15 11.64 5.43 1.31 
Kluyveromyces marxianus N R R L - 1 1 5 1 1.91 25.99 13.58 2.92 1.91 9.70 5.07 1.09 
Kluyveromyces marxianus N R R L - 1 1 9 6 1.99 25.47 12.80 3.23 1.99 9.55 4.80 1.22 
Kluyveromyces marxianus N R R L - 1 1 7 5 1.91 23.35 12.20 2.53 1.91 8.66 4.53 0.94 
Kluyveromyces marxianus N R R L - 1 2 0 7 1.97 23.72 12.02 3.05 1.97 8.77 4.44 1.13 
Candida pseudotropicalis N R R L - 329 1.84 20.25 11.00 2.68 1.84 7.46 4.05 0.99 
TABLA 2. EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION 
DE p-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces mancianus NRRL-Y-1109: CONCENTRACION DE 
TOLUENO, TEMPERATURA Y TIEMPO DE EXTRACCION EN TAMPON F O S F A T O DE POTASIO 
0.1M, pH7.0. 
Concentración Tiempo Unidades Actividad Unidades de 
de Temperatura de Proteína de específica actividadoNPG/ 
tolueno (°C) extracción mg/ml actividadoNPc/ U/mg mg peso 
(%) (h) mi proteína seco celular 
1 22 15 2.56 9.19 3.56 0.80 
2 22 15 3.12 12.94 4.15 1.13 
3 22 15 3.28 9.47 2.89 0.83 
1 30 15 2.72 10.72 3.95 0.93 
2 30 15 3.44 15.35 4.45 1.34 
3 30 15 3.60 11.58 3.22 1.01 
1 37 15 2.80 9.52 3.41 0.83 
2 37 15 3.36 13.88 4.13 1.21 
3 37 15 3.76 10.47 2.79 0.91 
1 22 17 2.80 8.82 3.15 0,77 
2 22 17 3.28 12.53 3.83 1.09 
3 22 17 3.60 9.37 3.52 0.82 
1 30 17 2.96 10.70 3.62 0.93 
2 30 17 3.44 14.92 4.34 1.30 
3 30 17 3.76 11.54 3.07 1.01 
1 37 17 3.04 9.53 3.14 0.83 
2 37 17 3.44 13.58 3.95 1.18 
3 37 17 3.76 10.45 2.78 0.91 
1 22 20 2.96 8.76 2.96 0.76 
2 22 20 3.28 12.47 3.81 1.09 
3 22 20 3.44 9.41 2.74 0.82 
1 30 20 3.04 10.36 3.41 0.90 
2 30 20 3.52 14.68 4.17 1.28 
3 30 20 3.76 11.47 3.05 1.00 
1 37 20 2.96 9.37 3.17 0.82 
2 37 20 3.44 13.11 3.81 1.14 
3 37 20 3.84 10.23 2.67 0.89 
TABLA 3. EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION DE 
P-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109: pH, TEMPERATURA, 
TIEMPO DE EXTRACCION Y 2% DE TOLUENO. 
Actividad Unidades de 
PH Temperatura Tiempo de Proteína Unidades de específica actividadoNpe/mg 
(°C) extracción (mg/ml) actividadoNPG/ml U/mg peso seco 
<h) proteína celular 
6.0 22 15 2.84 8.97 3.17 0.78 
7.0 22 15 3.26 13.89 4.27 1.21 
8.0 22 15 3.68 11.59 3.17 1.01 
6.0 22 17 2.94 8.97 3.17 0.78 
7.0 22 17 3.36 13.59 4.05 1.18 
8-0 22 17 3.36 11.05 3.24 0.96 
6.0 22 20 2.94 8.82 3.00 0.77 
7.0 22 20 3.15 13.14 4.19 1.14 
8.0 22 20 3.36 10.89 3.24 0.95 
6.0 30 15 2.84 12.27 4.33 1.07 
7.0 30 15 3.26 15.82 4.87 1.38 
8.0 30 15 3.89 12.06 3.11 1.05 
6.0 30 17 2.94 11.80 4.02 1.03 
7.0 30 17 3.05 14.76 4.85 1.29 
8.0 30 17 3.26 11,92 3.67 1.04 
6.0 30 20 3.05 11.51 3.79 1.01 
7.0 30 20 3.26 14.02 4.32 1.22 
8.0 30 20 3.26 10.59 3.27 0.92 
6.0 37 15 3.26 12.09 3.72 1.07 
7.0 37 15 3.68 14.82 4.04 1.30 
8.0 37 15 3.78 11.44 3.03 1.00 
6.0 37 17 3.26 11.58 3.56 1.01 
7.0 37 17 3.36 14.06 4.20 1.23 
8.0 37 17 3.47 9.51 2.75 0.83 
6.0 37 20 3.05 11.59 3.81 1.01 
7.0 37 20 3.26 12.97 3.99 1.13 
8.0 37 20 3.47 10.05 2.90 0.88 
TABLA 4. EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION DE 
P-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces mancianus NRRL-Y-1109: FUERZA IONICA Y 
TEMPERATURA, CON 2% DE TOLUENO Y 15 HORAS DE TRATAMIENTO. 
Concentración Actividad Unidades de 
PH Temperatura tampón fosfato Proteína Unidades de específica actividadoNPc/ 
(°C) de potasio (mg/ml) actividadoNPG/ml U/mg mg peso 
(M) proteína seco celular 
6.6 22 0.001 3.04 9.26 3.08 0.81 
7.0 22 0.001 3.26 10.51 3.26 0.92 
7.4 22 0.001 3.15 9.82 3.14 0.86 
6.6 22 0.1 3.38 12.05 3.59 1.05 
7.0 22 0.1 3.47 14.06 4.05 1.23 
7.4 22 0.1 3.68 12.59 3.43 1.10 
6.6 22 1 3.47 11.59 3.35 1.01 
7.0 22 1 3.47 12.59 3.63 1.10 
7.4 22 1 3.47 11.74 3.39 1.03 
6.6 30 0.001 3.05 11.43 3.76 0.99 
7.0 30 0.001 3.26 12.07 3.84 1.05 
7.4 30 0.001 3.36 11.82 3.63 1.03 
6.6 30 0.1 3.47 14.13 4.21 1.23 
7.0 30 0.1 3.57 16.21 4.68 1.41 
7.4 30 0.1 3.68 13.83 3.87 1.20 
6.6 30 1 3.68 12.98 3.54 1.13 
7.0 30 1 3.78 14.52 3.85 1.27 
7.4 30 1 3.89 12.51 3.31 1.09 
6.6 37 0.001 3.05 11.74 3.86 1.02 
7.0 37 0.001 3.15 11.97 3.82 1.05 
7.4 37 0.001 3.26 11.43 3.52 0.99 
6.6 37 0.1 3.47 13.28 3.84 1.16 
7.0 37 0.1 3.57 15.06 4.22 1.31 
7.4 37 0.1 3.78 13.12 3.47 1.14 
6.6 37 1 3.78 11.97 3.26 1.05 
7.0 37 1 3.99 13.21 3.31 1.15 
7.4 37 1 4.10 11.59 2.83 1.01 
TABLA 5. CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION DE p-G ALACTOSI DAS A DE 
Kluyveromyces mancianus NRRL-Y-1109 
Promedio Intervalo d e confianza 99% 
Factores Actividad Unidades de Actividad Unidades de 
especifica actividad0NpG/mg especifica actividad0NpG/mg 
U/mg peso seco U/mg peso seco 
proteína celular proteina celular 
Concentración 
de tolueno (%) 
1 3.37 0.84 3.31 - 3.43 0.83 - 0.86 
2 4.07 1.19 4.01 - 4.13 1.18 - 1.20 
3 2.87 0.91 2.81 - 2.92 0.90 - 0.92 
Tiempo de 
extracción (h) 
15 3.62 1.00 3.56 -3.68 0.99 - 1.01 
17 3.39 0.98 3.33 -3.45 0.97 - 0.99 
20 3.31 0.97 3.25 - 3.37 0.96 - 0.98 
Temperatura 
<°c> 
22 3.43 1.00 3.32 - 3.55 0.99 - 1.03 
30 3.85 1.16 3.73 - 3.97 1.13 - 1.18 
37 3.57 1.10 3.45 - 3.69 1.07 - 1.12 
pH 
6.6 3.61 1.05 3.48 - 3.72 1.03 - 1.07 
7.0 3.85 1.16 3.73 - 3.97 1.14 - 1.19 
7.4 3.40 1.05 3.28 - 3.51 1.03 - 1.07 
Tampón fosfato 
de potasio (M) 
0.001 3.54 0.97 3.42 - 3.66 0.94 - 0.99 
0.1 3.93 1.20 3.81 - 4.05 1.18 - 1.23 
1 3.38 1.09 3.26 - 3.50 1.07 - 1.12 
TABLA 6. PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA 
A.Especifica 
Procedencia Volumen Actividad Proteína U/mg Unidades Rendimiento 
(mi) U/ml (mg/ml) proteína totales (%) 
Extracto crudo 300 155.63 5.36 29.02 46,689 100 
Precipitación con acetona 10 4330 59.4 72.90 43,300 93 
TABLA 7. RESPUESTA FACTORIAL DE LA OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO QUIMICAMENTE FORMULADO PARA LA PRODUCCION DE 
P-GALACTOSIDASA EN CONDICIONES DE LABORATORIO 
N° de 
Experimento 
Factores 
Concentración 
celular 
(g/i) 
Rendimiento 
Yx/s 
Proteína 
(mg/ml) 
Respuesta 
Actividad 
Específica 
U/mg 
proteína 
Respuesta 
Unidades de 
ActividadoNPc/ 
mg peso seco 
celular 
Unidades 
de Actividad 
ONPG/I 
Lactosa 
g/l 
(NH 4) 2S0 4 
g/i 
E. levadura 
g/i 
K 2HP0 4 
g/i 
1 25 5.0 2.5 3.0 8.06 0.306 2.07 4.08 1.045 8,423 
2 50 5.0 2.5 4.5 8.17 0.160 2.10 4.08 1.045 8,538 
3 25 7.5 5.0 4.5 8.53 0.322 2.00 4.59 1.070 9,127 
4 50 7.5 2.5 3.0 8.09 0.158 2.00 5.28 1.300 10,517 
5 25 5.0 5.0 4.5 7.71 0.289 2.18 4.50 1.275 9,830 
6 50 7.5 5.0 3.0 8.35 0.158 2.51 4.37 1.310 10,939 
7 25 5.0 2.5 4.5 7.90 0.297 2.22 4.67 1.320 10,428 
8 50 7.5 5.0 4.5 8.92 0.170 2.17 5.45 1.330 11,864 
9 75 7.5 5.0 4.5 7.97 0.101 2.10 4.48 1.175 9,365 
10 50 10.0 7.5 6.0 8.32 0.156 2.25 4.56 1.320 10,982 
11 75 10.0 5.0 4.5 8.28 0.104 2.11 4.97 1.265 10,474 
12 50 7.5 7.5 6.0 8.88 0.168 2.14 5.27 1.265 11,233 
13 75 10.0 7.5 4.5 8.35 0.104 2.12 5.25 1.330 11,106 
14 50 7.5 5.0 6.0 8.24 0.155 2.52 4.34 1.310 10,794 
15 75 10.0 7.5 6.0 8.24 0.104 2,27 4.42 1.220 10,053 
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V.- DISCUSION 
5.1. - Selección de las cepas de levaduras con potencial de producción de 
p-galactosidasa. 
El análisis de varianza con una confiabilidad del 95% de la actividad 
específica y unidades de actividad por miligramo de peso seco celular 
realizados a las cepas de levaduras productoras de p-galactosidasa en lactosa 
y ONPG como substratos muestran que la levadura Kiuyveromyces 
marxianus NRRL-Y-1109, maximiza ia respuesta, en relación a la actividad 
específica y a las unidades por miligramo de peso seco celular. Siendo estos 
valores de 14.5 U/mg de proteína y de 3.5 Unidades de actividad/mg de peso 
seco celular para lactosa como substrato y de 5.43 U/min/mg de proteína y de 
1.30 Unidades de actividad/mg de peso seco celular para ONPG como 
substrato. Estos valores son mayores a 8.39 U/mg de proteína y 3.29 U.A/mg 
de peso seco celular para lactosa como substrato y 3.11 U/mg de proteína y 
1.22 U.A/mg de peso seco celular para ONPG reportados por (Mahoney y 
Whitaker 1975)
( 5 7 )
. 
5.2. - Extracción de la enzima. 
Los resultados de los análisis de varianza con una confiabilidad del 99% 
para las condiciones de extracción de la enzima de células viables, que 
maximizan la respuesta fueron: tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0, 
suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de 
manganeso, temperatura 30°C, concentración de tolueno 2% y 15 horas de 
extracción. En la presente investigación se mejoró el tiempo de extracción. 
Tiempos de 21 y 17 horas bajo condiciones similares han sido reportados para 
Kiuyveromyces fragiiis (sinómino de K. marxianus) por (Mahoney y Whitaker 
1975 y Fenton 1 9 8 2 )
( 5 7 , 2 8 )
. 
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5.3. - Purificación de la enzima. 
La purificación parcial de la enzima nos permitió obtener una enzima con 
una actividad específica de 72.9 Unidades/mg de proteína y un rendimiento de 
purificación del 93%. Valores de 97 y 89% de rendimiento de purificación con 
acetona son reportados por (Mahoney y Whitaker 1978, Greenberg y Mahoney 
1981)
í 5 9 3 8 )
. 
5.4. - Optimización y estandarización del medio de cultivo para la 
producción de p-galactosidasa. 
El análisis estadístico del diseño factorial simplificado, en base a solo 15 
experimentos para la optimización y estandarización del medio de cultivo para 
la producción de la enzima, tuvo como objetivo encontrar las variables que 
maximizen tanto la actividad específica, como las unidades de actividad por 
miligramo de peso seco celular. El modelo usado que permitió encontrar las 
variables (factores) que influyen significativamente en el diseño factorial 
simplificado con una confiabilidad del 95% fue el de paso a paso. (Cox y Snell 
1974, Hocking 1976)
( 1 7 , 4 7 )
. Los factores obtenidos fueron: factor B ((NH 4) 2S0 4) , 
factor C (extracto de levadura) y factor D (K 2 HP0 4 ) y la interacción de ellos. 
El factor A (lactosa) no influye significativamente en el diseño factorial 
empleado. Con las concentraciones usadas en el diseño de 25, 50 y 75 g/l y la 
interacción con los factores B ((NhUfeSd), C (extracto de levadura) y D 
(K 2 HP0 4 ) maximizan las respuestas de actividad específica y de unidades de 
actividad por miligramo de peso seco celular para las variables significativas en 
el nivel 2 del diseño. 
Los valores que permitieron obtener las mejores respuestas en este nivel 
corresponden a: lactosa 50.0 g/l, (NH 4 ) 2 S0 4 7.5 g/l, extracto de levadura 5.0 g/l 
y K2HPO4 4.5 g/l. Con estos valores se obtuvieron 1,327 unidades de ONPG 
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por gramo de biomasa y una actividad específica de 5.45 U/mg de proteína. 
Casas (1992)
( 1 2 )
 reporta valores de 4,000 unidades de ONPG por gramo de 
biomasa en células permeabilizadas inmovilizadas cultivadas en medio 
conteniendo: 50 g/l de lactosa, 8.4 g/l de (NH4)2S04, 7.5 g/l de extracto de 
levadura y 4.5 g/l de ( K 2 H P 0 4 ) . 
A un nivel de 75 g/l de lactosa no se obtuvo un mayor rendimiento de 
unidades de actividad de p-galactosidasa esto, podría ser debido a las 
características fermentativas de Kluyveromyces marxianus y a la interacción 
de los otros factores. Esta levadura tiene un efecto "crabtree" negativa, en la 
cual el etanol es producido bajo condiciones de oxígeno limitante. Los cultivos 
en matraces agitados se consideran limitados de oxígeno y por esta razón 
exhiben una larga fase de crecimiento restrictivo asociado con ia producción de 
etanol. (Inchaurrondo 1993, Michel 1 9 8 7 )
( 5 2
'
6 4 )
. 
Con un nivel de 25 g/l de lactosa se obtuvieron rendimientos menores de 
unidades de actividad de p-galactosidasa, esto podría deberse a que la 
concentración de lactosa presente en el medio y la interacción de los otros 
factores no permitieron una adecuada síntesis de la enzima (Dickson 1979)
( 2 7 )
. 
5.5. Determinación del rendimiento de inmovilización y actividad 
específica. 
Los resultados del análisis de varianza con un nivel de confiabilidad del 
95% para el rendimiento de inmovilización y actividad específica corresponden 
a aquellos obtenidos a la razón óptima glutaraldehído/quitina de 0.4 g al 25% 
obtenida en la etapa de activación y muestran el efecto de la enzima 
contactada/quitina en el rendimiento de inmovilización y la actividad específica 
del catalizador obtenido, estos valores alcanzan su punto de equilibrio entre los 
valores de 220 a 440 unidades por gramo de quitina. 
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La mayor carga proteica no incrementa al rendimiento, lo cual podría 
deberse a una sobresaturación de la enzima en el catalizador, y la actividad en 
éste no pueda expresarse adecuadamente (lllanés 1988)
( 4 5 )
. Los valores 
hallados fueron de 178.59 U/g soporte de actividad específica y 40.6% de 
rendimiento. Este rendimiento es mayor al 15 y 36% para lactasa de 
Kluyveromyces marxianus y al 36% para lactasas de Aspergillus niger y 
AspergíHus oryzae reportados por (lllanés 1988, 1990a, 1990b, 1993, 1994a, 
Stanley 1 9 7 5 )
( 4 5
'
4 6 4 7
-
4 9
'
5 0
'
8 3 )
. 
5.6. Determinación de la velocidad inicial de la enzima soluble e 
inmovilizada. 
Los resultados de la velocidad inicial de la enzima soluble e inmovilizada 
muestran en el caso de la enzima soluble que la dilución 1:2000 fue la mínima 
concentración de la enzima requerida para obtener lecturas de densidad óptica 
adecuadas en el tiempo de ensayo, en relación a las otras diluciones 
consideradas en la experimentación. 
Para la enzima inmovilizada en un rango de valores comprendidos hasta 
una densidad óptica referencial de 0.5, es posible verificar la linealidad de 
0.001 hasta 0.005 gramos de soporte para un tiempo de 2 minutos que 
corresponden al espectro de lectura más amplio, el mismo que va acortándose 
conforme se considera un tiempo mayor. De esta forma para 4 minutos las 
lecturas comprenden un intervalo de 0.001-0.0019 gramos de soporte y en 6 
minuros se tiene un intervalo más pequeño aún de 0.001-0.0013. 
E s decir la relación entre tiempo y gramos de soporte es inversa con 
respecto a valores fijos de densidad óptica, a mayor tiempo menor intervalo de 
soporte para un rango referencial de densidad óptica. 
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5.7.- Determinación de los parámetros físico-químicos de la enzima 
soluble e inmovilizada. 
Los resultados de los análisis de perfil de temperatura de la enzima 
soluble e inmovilizada muestran, que la máxima actividad específica de 66.69 
U/mg. proteína y 218.74 U/g de soporte se obtuvieron a 40°C para la enzima 
soluble y a 50°C para la enzima inmovilizada. Estos valores fueron tomados 
como el 100% de actividad relativa. Sin embargo en la práctica la enzima 
inmovilizada es muy inestable a 50°C y para un tiempo de reacción tan breve la 
inactividad térmica de la enzima es despreciable, por esta razón los estudios 
para la enzima inmovilizada se llevaron a cabo a 40°C, (lllanés 1993)
( 4 9 )
. 
Los resultados de los análisis de perfil de pH a la temperatura de 40°C 
muestran que la máxima actividad específica de 67.77 U/mg proteína y 177.48 
U/g soporte para la enzima soluble e inmovilizada se obtuvieron a pH 6.6. 
Estos valores fueron tomados como el 100% de la actividad relativa. Los 
resultados de ambos parámetros son similares a los reportados para levaduras 
por (Mahoney y Whitaker 1977, Canales 1985, lllanés 1993- 1994a)
( 5 8
'
9
'
4 9
'
5 0 )
. 
El análisis de los resultados de las pruebas de termoestabilidad de la 
enzima soluble e inmovilizada muestran, que la enzima inmovilizada es 
significativamente más termoestable que la enzima soluble. La enzima 
inmovilizada mantiene 93% de actividad relativa a 40°C, mientras la enzima 
soluble mantiene 88% de actividad relativa. A temperaturas superiores a 40°C 
la inactivación de la enzima desciende hasta valores de actividad relativa de 
3.26% a 55°C para la enzima soluble y de 3.34% a 70°C para la enzima 
inmovilizada. La inmovilización mejora la estabilidad de la enzima, (Flores 
1995)
( 3 0 >
. 
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5.8. - Determinación de los parámetros cinéticos de la enzima soluble e 
inmovilizada. 
El comportamiento cinético de la enzima soluble e inmovilizada se 
determinó sobre lactosa como substrato, a pH óptimo y 40°C, obteniéndose 
valores de Km de 15.13 y 49.43 mM y Vm de 72.80 micromoles/min/mg de 
proteína y de 160.62 micromoles/min/g de soporte para la enzima soluble e 
inmovilizada respectivamente. Valores similares para p-galactosidasa de 
Kluyveromyces marxianus son reportados por, (Woychick y Wondolowski 
1972, Borgium y Sternberg 1972, Dickson 1979, lllanés 1993, 1994a y Cavaille 
1 9 9 5 )
( 9 4
'
6
'
2 6
'
4 9 , 5 0 , 1 5 > 
Las constantes de inhibición (Ki) para galactosa fueron 14.65 y 43.82 
mM para la enzima soluble e inmovilizada. El Ki de la enzima inmovilizada es 
tres veces el Ki de la enzima soluble lo que indica una menor afinidad por el 
inhibidor lo que mejora su aplicación en los procesos de hidrólisis de productos 
lácteos. Estos valores son similares a los reportados para levaduras por 
(Goncalves 1982, lllanés 1993, 1994a, Cavaille 1 9 9 5 )
( 3 4
'
4 9
'
5 0
'
1 5 )
. 
5.9. - Estabilidad de la enzima soluble e inmovilizada. 
Los resultados de los análisis de la estabilidad de la enzima soluble e 
inmovilizada muestran para la enzima soluble una vida media de 56 minutos a 
40°C, una hora de vida media es reportado por (lllanés 1994a)
< 5 0 )
. La enzima 
inmovilizada muestra una vida media de 176 minutos a 40°C, para 30°C más de 
7 horas y a 25°C la enzima mantiene una estabilidad de más de 122 horas. 
Valores similares fueron reportados por (Brady 1995, Cavaille 1995)
( 7 , 1 5 )
. 
En refrigeración (4°C) la estabilidad de la enzima se mantuvo por 90 días 
sin pérdida significativa de ía actividad, ésta característica es importante para 
su almacenamiento y uso. Resultados similares de 15 días hasta 14 meses, 
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sin pérdida significativa de actividad han sido reportados por (Woychick y 
Wondolowski 1972, Dahlqvist 1977, Hailing y Dunnill 1979, Sarto 1985, Manjón 
1985, Champluvier ^ e g ) ^ 2 3 4 0 - 8 0 ' 6 2 1 8 * . 
El ditioeritritol mejora la estabilidad de la enzima soluble e inmovilizada 
(Banerjee 1981 )
( 4 )
. Asimismo los cationes Mg
2 +
 y Mn
2 +
 mejoran la estabilidad 
de ía enzima (Biermann y Glantz 1968, Mahoney y Whitaker 1977)
( 5
'
5 8 )
. 
5.10. - Capacidad hidrolítica de la enzima inmovilizada. 
Los resultados de fos análisis de la capacidad hidrolítica de la enzima en 
lactosa en solución (4.5%), leche entera y descremada y suero lácteo, 
muestran un 100% de hidrólisis de la lactosa en solución en un tiempo de 70 
minutos; mientras que para el mismo tiempo en leche descremada se obtiene 
un 97% de hidrólisis, en suero lácteo un 95% y en leche entera se obtuvo un 
94% de hidrólisis. La lactosa en solución es hidrolizada más rápidamente que 
la leche descremada, el suero lácteo y la leche entera debido a que la leche 
contiene sólidos (proteínas) y cationes (Ca
2 +
, Zn
2 +
 y Na
+
) que inhiben la 
reacción (Wendorff 1969, Olson 1973, Wierbicki 1973b, Okos 1974, Mahoney 
1978, Bales 1979, Sánchez 1980b, Pivarnick 1982, Flores 1995 )
( 8 8
'
7 3
'
9 3
'
7 1
-
5 9
'
3
" 
79, 75, 30) 
5.11. - Reutilización de la enzima inmovilizada. 
Los resultados de la reutilización de la enzima inmovilizada en leche, 
muestran una hidrólisis de lactosa por encima del 80% a lo largo de 13 
ensayos y descendiendo hasta un 70% de hidrólisis hasta el ensayo N° 18. 
Una hidrólisis de 70 a 80% es considerado como eficiente a nivel industrial, 
(Flores 1995)
( 3 0 )
. Resultados similares entre 8 y 82 ensayos han sido 
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reportados con un 80% de hidrólisis por (Hustad 1973a, Kaul 1984, Rao 1988 y 
Sungur 1994 )
( 4 3
'
4 4
'
5 5
'
7 7 8 4 1
. 
El tiempo de operación del catalizador y no el número de repeticiones es 
el factor crucial en la reutilización de la enzima inmovilizada (Hailing y Dunill 
1979)
( 4 0 )
. 
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VI.- CONCLUSIONES 
Realizada la presente investigación se reportan las siguientes conclusiones : 
1. La cepa de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109 demostró ser la mejor 
productora de p-galactosidasa sobre medio químicamente formulado 
conteniendo 50 g/l. 
2. Las óptimas condiciones establecidas para la extracción de la enzima 
incluyeron 2% de tolueno (v/v), 15 horas de tratamiento, a 30°C, en tampón 
fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0 ± 0 . 1 , suplementado con 1 mM de sulfato de 
magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso. 
3. El protocolo experimental, permitió obtener un rendimiento de inmovilización 
de 40.6%, con la cual se obtuvo una vida media de 176 minutos a 40°C, 
manteniendo 99% de su actividad por tres meses a 4°C, y reteniendo hasta 
el 63.8% de su actividad aún después de ser usada por 20 veces. 
4. La enzima inmovilizada tuvo una capacidad de hidrólisis del 100% sobre 
lactosa (4.5%), 97% sobre leche descremada, 95% sobre suero lácteo y 94% 
sobre leche entera. 
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APENDICE 
A.- DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR DE O-NITROFENOL 
1) REACTIVOS 
O-nitrofenol (ONP) 
Solución tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6, suplementado con 
1 mM de sulfato de magnesio y 0,1 mM de sulfato de manganeso. 
Solución de Na 2SO 40.5 M . 
2) PROCEDIMIENTO 
Preparar ONP entre 0.015 a 0.12 mM a partir de una solución 1 mM de 
ONP disuelto en tampón fosfato de potasio 0.1 M, pH, 6.6, suplementado 
con 1 mM de sulfato de magnesio y 0,1 mM de sulfato de manganeso. 
Colocar a cada tubo 2 mi de cada concentración y 0.9 mi de la solución 
de carbonato de sodio. El blanco contiene 2 mi de tampón fosfato de 
potasio y 0.9 mi de carbonato de sodio. 
Medir la absorbancia a 420 nm y graficar, densidad óptica versus 
concentraciones de ONP. 
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B.- DETERMINACION DE GLUCOSA 
(METODO DE RAABO Y TERKILDSEN, 1960, MODIFICADO POR 
SIGMA) 
El método se basa en las siguientes reacciones acopladas : 
Glucosa oxidasa 
a) GLUCOSA + H 2 0 + 0 2 -ACIDO GLUCONICO + H 2 0 2 
Peroxidasa 
b) H 2 0 2 + O-DIANISIDINA O-DIANISIDINA OXIDADA 
(incoloro) (color marrón) 
1) REACTIVOS 
Solución de las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa. 
Una cápsula de enzima PGO se disuelve en 100 mi de agua destilada en 
una botella ámbar, agitar suavemente. La solución es estable por un 
mes a 4°C. 
Reactivo coloreado de dihidrocloruro de O-dianisidina. 
Se reconstituye un vial en 20 mi de agua destilada. Esta solución es 
estable por 3 meses a 4°C. 
Solución combinada. 
A los 100 mi de la solución de las enzimas agregar 1.6 ml del reactivo 
* 
coloreado. Mezclar suavemente. Esta solución es estable a 4°C. 
2) PROCEDIMIENTO 
Preparar concentraciones de 0.05, 0.15 y 0.2 g/l a partir de una solución 
estándar de glucosa 1 g/l. 
Agregar a cada tubo 0.5 mi de las concentraciones de glucosa. Al 
blanco 0.5 mi de agua destilada, igual procedimiento se sigue en el caso 
de las muestras problemas. 
Añadir 2.5 mi de la solución combinada y mezclar. 
Incubar a 37°C por 30 minutos, retirar los tubos de la incubadora, leer la 
absorbancia a 425 nm y graficar densidad óptica versus concentración 
de glucosa. 
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C - DETERMINACION COLORIMETRICA DE LACTOSA 
(METODO DE MILLER, 1959) 
1) REACTIVOS 
Acido 3,5 dinitrosalicílico 
Tartrato sódico-potásico 
Hidróxido de sodio 
2) PROCEDIMIENTO 
Disolver 2.5 g de ácido 3,5 dinitrosalicílico y 75 g de tartrato sódico-
potásico en 50 mi de NaOH 2 M y diluir a 250 mi. 
Preparar concentraciones de 0.8 a 10 g/l a partir de una solución 10 g/l 
de lactosa. 
Colocar en cada tubo 1 m! de cada concentración de lactosa y 1 ml del 
reactivo. Igual procedimiento se sigue en el caso de las muestra 
problemas. Calentar la mezcla a 100 °C por 10 minutos. 
Enfriar en un baño de hielo y adicionar 10 mi de agua destilada. 
Medir la absorbancia a 570 nm y graficar densidad óptica versus 
concentración de lactosa. 
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D.- DETERMINACION DE PROTEINAS 
(METODO DE LOWRY, 1961 MODIFICADO) 
1) REACTIVOS 
Na 2 C0 3 4%, C u S 0 4 2 % y tartrato sódico-potásico 4% mezclar (100:1:1) y 
filtrar en papel whatman N° 1. 
Reactivo de fenol. 
Esta solución corresponde al reactivo Folin de Ciocalteau diluido 1:6 con 
agua destilada. 
2) PROCEDIMIENTO 
Colocar 0.1 a 0.5 mi de la solución estándar 0.1 mg/ml de seroalbúmina 
bovina. En el caso de las muestras problemas se tomó 0.1 mi de la 
dilución correspondiente. 
Adicionar agua destilada hasta completar 0.5 mi. Al blanco 0.5 mi de 
agua destilada. 
Adicionar 2 mi de la solución alcalina a cada tubo e incubar 15 minutos a 
37°C. 
Adicionar 0.5 mi de reactivo Folin-Ciocalteau e incubar 15 minutos a 
37°C. Medir la absorbancia a 660 nm y graficar densidad óptica versus 
concentración de seroalbúmina bovina. 
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FIG. D - CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS 
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E.- DISEÑO FACTORIAL SIMPLIFICADO EXPERIMENTAL 
(MODELO PROPUESTO POR CHEN y COL. 1992) 
N° de F a c t o r e s R e s p u e s t a 
E n s a y o A B C D 
1 1 1 1 1 Yi 
2 2 1 1 1 Y 2 
3 1 2 2 2 Y 3 
4 2 2 1 1 Y< 
5 1 1 2 2 Y 5 
6 2 2 2 1 Y 6 
7 1 1 1 2 Y 7 
8 2 2 2 2 Y 6 
9 3 2 2 2 Y 9 
10 2 3 3 3 Yio 
11 3 3 2 2 Y n 
12 2 2 3 3 Yi2 
13 3 3 3 2 Y « 
14 2 2 2 3 Yi4 
15 3 3 3 3 Yis 
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F.- SOLUCIONES DE TAMPON FOSFATO DE POTASIO 
pH 6.6 
KH 2 P0 4 8.5 g/l 
K 2 HP0 4 6.4 g/l 
Agua destilada 1000 mi 
pH 7.0 
KH 2 P0 4 5.3 g/l 
K 2 HP0 4 10.6 g/l 
Agua destilada 1000 mi 
pH 8.5 
KH 2 P0 4 
K 2 HP0 4 
0.041 g/l 
10.6 g/l 
Agua destilada 1000 mi 
Las soluciones tampón fosfato de potasio suplementadas contenían : 
MgS0 4.7H 20 0.246 g/l 
MnS0 4 .H 2 0 0.017 g/l 
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